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Влияние острой гипоксии на уровень метгемоглобина и антиоксидантный статус
эритроцитов морского ерша (эксперименты in vitro).
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Гипоксические акватории широко представлены в шельфовой зоне Мирового океана
(oxygen-minimum zones или OMZ) (Gewin, 2010). Особый интерес для изучения
представляют организмы образующие здесь устойчивые скопления, которые проявляют
явную толерантность к экстремальным формам гипоксии (концентрация кислорода менее 0.5 
мг л-1; норма – 7-8 мг л-1) и аноксии (Danovaro et al., 2010). 
Основное внимание исследователей при изучении толерантных к гипоксии форм жизни
сосредоточено на биоэнергетических процессах. Установлено, что у рыб, обитающих в зонах 
кислородного экстремума, наблюдается принципиальная реорганизация метаболических 
процессов, направленная на оптимизацию энергетических трат (Gewin, 2010). Показано, что
ферментативные системы цикла Кребса могут быть задействованы в анаэробных процессах
генерации энергии, а дыхательная цепь митохондрий клеток приобретает
нескомпенсированный тип организации (Савина, 1992). 
Наряду с отмеченными выше изменениями метаболизма и реакциями клеточных систем,
функциональная целесообразность которых очевидна и не вызывает серьезных возражений,
выявлен и ряд достаточно парадоксальных реакций. В условиях гипоксии (аноксии), когда
окислительная нагрузка минимальна, установлен значительный рост активности ферментов
антиоксидантного комплекса: каталазы (КАТ) и супероксиддисмутазы (СОД) в тканях
(Lushchak, Bagnyukova, 2006), и повышение содержания метгемоглобина в циркуляционных
системах (кровь). Поскольку большинство рыб лишь перманентно сталкиваются с условиями
внешней гипоксии, предложено рассматривать факт роста активности КАТ и СОД, как
подготовку к последующему окислительному стрессу. Второй факт пока не находит
внятного объяснения. С нашей точки зрения эти процессы связаны и позволяют
поддерживать окислительный метаболизм в тканях определенный промежуток времени при
дефиците или отсутствии кислорода в среде. Переход гемоглобина в ферри-форму
сопровождается образованием супероксиданионрадикала (•O2−):
Hb(Fe2+) + O2 → HbO2(Fe2+) → MtHb(Fe3+) + •O2− .
Последний индуцирует реакцию дисмутации, контролируемую СОД и каталазой, которая
протекает в два этапа:
СОД + •O2− → СОД + O2
СОД + •O2− + 2H+ → СОД + H2O2. 
Образующаяся Н2О2 нейтрализуется каталазой:
2H2O2 → 2H2O + O2.
Как видно и на первом и на втором этапах продуцируется молекулярный кислород,
который может быть задействован в дыхательной цепи митохондрий в качестве акцептора
электронов, то есть поддерживать окислительные процессы в тканях в условиях внешнего
дефицита O2 или аноксии. Экспериментальной проверке данной рабочей гипотезы и
посвящена настоящая работа. 
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Материалы и методы
В качестве модельного объекта использован распространенный в Черном море донный
вид Scorpaena porcus L. (морской ерш), обладающий высокой устойчивостью к дефициту
кислорода. Рыб содержали в аэрируемых аквариумах, с плотностью посадки 10 л на особь
при температуре 18-22ºС. Отбор крови осуществляли путем отсечения хвостового стебля. В
работе определяли свойства гемоглобина, а также в условиях in vitro изучали влияние
гипоксии на образование метгемоглобина и общую активность ферментов антиоксидантного
комплекса. Плазму отделяли от форменных элементов посредством центрифугирования
(1500 об*мин-1 в течение 5 мин). Эритроциты трижды отмывали от плазмы в среде состава
128 mM NaCl, 3 mM KC1. 1.5 mM CaCl2, 1.5 mM MgCl2, 15 mM Тris, 2,2 mM D-glucose (рН
7.8) (Tiihonen and Nikinmaa, 1991). Часть полученной эритроцитарной массы лизировали
двумя объемами охлажденного бидистиллята. Кривую кислородного насыщения для
гемолизатов строили при помощи спектрофотометрического метода (Крикливый и др., 1979).
Для создания гипоксических условий часть гемолизата продували в течение 20-60 сек
газообразным азотом. Содержание метгемоглобина в пробах с гипоксией оценивали по
методу (Benesch et al. 1973). Оставшуюся часть эритроцитов ресуспензировали и
инкубировали в среде с заданной концентрацией кислорода в течение 4 часов. Общую
активность антиоксидантных ферментов оценивали методом проточной цитометрии по 
флуоресценции красителя дихрофлуоресцеин (DCF-AM), интенсивность свечения которого
отражает содержание в цитоплазме клеток активных форм кислорода (в особенности
перекиси водорода) (Korystov et al., 2007). Интенсивность флуоресценции красителя
регистрировали на проточном цитометре Beckman Coulter FC500 в канале FL1 (зеленая
область спектра). Исследовали диапазон концентраций кислорода  0.57-8.17 мг л-1. 
Результаты и обсуждение
Из анализа кривых оксигенации гемоглобина скорпены следует, что данный белок
сочетал в себе два важных свойства: высокое сродство к кислороду с повышенной
чувствительностью к рН. Величина полунасыщения кислородом (Р50) для него составляла 
15,7±0,6 гПа при слабом кооперативном взаимодействии субъединиц. Константа Хилла (n) 
была немногим выше единицы – 1,27±0,03. Форма кривой диссоциации была близка к
гиперболе (рис. 1). При этом гемоглобин обладал высокой чувствительностью к изменению
РСО2 в газовой среде тонометра. При закислении кривые оксигенации значительно 
смещались вправо. Эффект Бора (r) составил -0,28±0,02. 
Рис. 1. Пример кривой оксигенации гемоглобина




Рассмотренное выше сочетание свойств гемоглобина скорпены актуально особенно в
условиях экстремальных форм гипоксии. Высокое сродство к кислороду позволяет ему
эффективно насыщаться окислителем на уровне респираторных поверхностей, а повышенная
чувствительность к рН в условиях локального ацидоза обеспечивает более полную разрядку
на тканевом уровне.
Анализ соотношения форм гемоглобина показал, что в условиях умеренной гипоксии
выше 1 мг л-1 существенных изменений в соотношении форм гемоглобина не выявлялось
(рис. 2 А). Спектр поглощения света соответствовал контрольной группе.




























Рис. 2. Изменение спектра поглощения гемоглобина морского ерша в условиях 
экспериментальной гипоксии. А – концентрация кислорода 0,30 мг л-1; Б – концентрация
кислорода 3,21 мг л-1.
В условиях же глубокой гипоксии (менее 1 мг л-1) (рис. 2 Б) содержание пигмента,
находящегося в ферри-форме достоверно возрастало на 8,25±2,38 %: спектр экстинкции
претерпевал изменения в районе 560 нм, что соответствует появлению метгемоглобина. У
отдельных особей рост мет-формы достигал 33 %. Одновременно в пробах регистрировалось
увеличение содержания дезоксигемоглобина на 10-15 % При этом, корреляционной
зависимости в изменениях соотношения ферри- и дезокс-формы гемоглобина не
наблюдалось. Таким образом, гемоглобин данного вида, обладая высоким сродством к
кислороду, осуществляет нормальный его перенос при уровне гипоксии в среде выше 2 мг л-
1. Гипоксическое изменения пигмента наблюдаются только при содержании кислорода в
среде менее 2 мг л-1, что в целом соответствует данным по другим донным организмам. 
При понижении концентрации кислорода в среде происходило уменьшение содержания в
эритроцитах активных форм кислорода, о чем свидетельствовало достоверное снижение
флуоресценции DCF-AM. Уменьшение свечения красителя наблюдалось на всем
исследованном диапазоне концентраций и наибольшего изменения достигало при глубокой 
гипоксии (снижение на 61,21 ± 7,50 % относительно уровня контроля). Таким образом, при
недостатке кислорода в цитоплазме эритроцитов происходило достоверное уменьшение 
содержания активных форм кислорода. Поскольку среди других веществ, наибольший вклад
в изменения флуоресценции красителя вносит наличие перекиси водорода в клетках, мы
предполагаем, что недостаток кислорода индуцировал увеличение активности каталазы и
супероксиддисмутазы, нейтрализующих перекись водорода в цитоплазме клеток.
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Оценка смертности эритроцитов в условиях гипоксии показала отсутствие достоверных
различий между контрольными и опытными пробами. Это позволяет заключить, что
гипоксия не вызывает нарушений целостности мембран клеток красной крови. 
Таким образом, увеличение концентрации метгемоглобина в эритроцитах морского ерша
в условиях глубокой гипоксии сопряжено с уменьшением активных форм кислорода и
повышением активности антиоксидантных ферментов. Отсутствие взаимосвязи между
изменениями в соотношении дезокс- и мет-формы гемоглобина говорит о независимости
процессов, лежащих в основе этих переходов. Наряду с сохранением доли мертвых клеток в
суспензии на уровне контрольных значений, это позволяет заключить, что рост
концентрации метгемоглобина в эритроцитах находится в пределах нормы и не вызывает
усиление процессов перекисного окисления липидов в клетках.
Работа выполнена при поддержке Российского фонда фундаментальных исследований в
рамках гранта РФФИ проект № 16-04-00135.
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